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2 Darstellung der Publikation 

2.1 Einleitung 

Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation gab es im Jahr 2018 etwa 228 

Millionen Erkrankungs- sowie über 400 000 Todesfälle durch Malaria-Infektionen (World 

Malaria Report der Weltgesundheitsorganisation, 2019). Insbesondere die steigenden 

Resistenzraten gegen wirksame Medikamente und Insektizide gegen die Anopheles-

Mücke, welche als Vektor der Erkrankung dient (Hemingway et al., 2016), stellen ein 

Hindernis für die weltweite Eradikation der Malaria dar. Dies unterstreicht die 

Notwendigkeit einen protektiven Impfstoff gegen Malaria zu entwickeln (Mvumbi et al., 

2015). 

 

Die parasitären Erreger der Malaria sind Protozoen, die zu der Gattung Plasmodium (P.) 

gehören und durch Anopheles-Mücken übertragen werden (Garcia et al., 2006; Morrissette 

und Sibley, 2002). Der Mensch kann durch fünf verschiedene Arten von Plasmodien 

infiziert werden: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi (Meibalan 

und Marti, 2017). Diese Dissertation fokussiert sich auf den Erreger P. falciparum, welcher 

die häufigste Form der Malaria, die sogenannte Malaria tropica, verursacht, die für den 

Großteil der durch Malaria hervorgerufenen Todesfälle verantwortlich ist (Meibalan und 

Marti, 2017). Wie alle Plasmodien durchläuft auch P. falciparum einen komplexen 

Lebenszyklus mit einem obligaten Wirtswechsel zwischen der Anopheles-Mücke, in der 

eine geschlechtliche Vermehrung stattfindet und dem Menschen, in dem sich die Parasiten 

ungeschlechtlich fortpflanzen. Im Menschen findet nach Übertragung der Parasiten durch 

den Stich der Anopheles-Mücke zunächst die sogenannte Leberphase statt, in welcher die 

Malariaerreger menschliche Hepatozyten befallen und in der noch keine klinischen 

Symptome auftreten (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). Die Leberphase wird gefolgt von 

der sogenannten Blutphase, in der sich die Plasmodien innerhalb von Erythrozyten 

vermehren (Meibalan und Marti, 2017). In der Blutphase können unspezifische Symptome 

wie Fieber, Kopfschmerzen und Übelkeit auftreten. Die sogenannte Parasitämie gibt 

hierbei prozentual an, wie viele Erythrozyten infiziert sind (Meibalan und Marti, 2017). 

Während der verschiedenen Phasen des Lebenszyklus der Parasiten ändert sich deren 

Proteinexpression (Crompton et al., 2014). Dies hat zur Folge, dass das Immunsystem 

fortlaufend neue Antigene erkennen muss, was die Ausbildung einer effektiven 

Immunantwort erschwert (Dobaño und Moncunill, 2018). Detaillierte Kenntnisse des 
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Lebenszyklus der Parasiten sind daher wichtig, um die Entstehung von Immunität gegen 

die Plasmodien zu verstehen. 

Ein funktionell wichtiges Antigen der Plasmodien ist das Circumsporozoite Protein (CSP), 

ein Protein, welches ausschließlich in der Leberphase exprimiert wird und für zentrale 

Funktionen der Sporozoiten wie die Bindung an Hepatozyten notwendig ist (Ménard et al., 

1997; Thathy et al., 2002; Triller et al., 2017). Es wird vermutet, dass eine effiziente 

Immunantwort gegen dieses entscheidende Protein das Eindringen der Erreger in die 

Hepatozyten und somit die Entstehung einer symptomatischen Infektion verhindern könnte 

(Hafalla et al., 2002). Dieser Ansatz wurde bei der Entwicklung der RTS,S Impfung 

verfolgt. Das Akronym RTS,S steht für Repeat-Region des CSP, T-Zell-Epitope und 

Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg). Es handelt sich bei der RTS,S-Impfung um ein 

rekombinantes Protein, welches aus einem verkürzten CSP mit einer Reihe von T-Zell- 

und Antikörper-Epitopen besteht und mit dem Hepatitis-B-Oberflächenantigen fusioniert 

wurde, um T-Zell- und Antikörper-Antworten gegen P. falciparum zu generieren (Cohen 

et al., 2010; Agnandji et al., 2012). Es ist der bisher einzige Impfstoff, der sich in 

Feldstudien in Hochendemiegenbieten als wirksam erwies (Schuerman, 2019). Der Schutz 

der Impfung war jedoch nur moderat und die Anzahl an Malariaepisoden bei durch die 

Erkrankung besonders gefährdeten Kleinkindern wurde durch die Vakzinierung lediglich 

um 39% gesenkt (Schuerman, 2019). Zudem nahm die Schutzwirkung des RTS,S 

Impfstoffes mit der Zeit ab und war im Durchschnitt nach vier Jahren nicht mehr 

nachweisbar (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015; Schuerman, 2019). Die Gründe für 

diese begrenzte Wirksamkeit der Impfung sind weiterhin unklar (Cockburn und Seder, 

2018). 

 

Bereits vor über 50 Jahren konnte gezeigt werden, dass eine effektive Aktivierung des 

Immunsystems gegen Malaria prinzipiell möglich ist. Nussenzweig et al. stellten 1967 fest, 

dass Mäuse mit durch Röntgenstrahlung inaktivierten Sporozoiten immunisiert werden 

konnten (Nussenzweig et al., 1967). Clyde et al. haben 1973 inaktivierte Sporozoiten durch 

Anopheles-Mücken auf Proband*innen übertragen, welche daraufhin teilweise gegen eine 

natürliche Malaria-Infektion geschützt waren (Clyde et al., 1973). Diese Methode ist 

jedoch nicht praktikabel, um eine große Anzahl an Menschen zu impfen, zumal kein 

langanhaltender Schutz gegen Malaria erreicht wurde (Cockburn und Seder, 2018; 

Langhorne et al., 2008). Die Entwicklung eines effizienten und sicheren Impfstoffes, der 

zudem einen langanhaltenden Schutz vermittelt, erwies sich trotz jahrzehntelanger 
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Forschung als nicht erfolgreich (Epstein et al., 2011). Das große Genom der Plasmodien, 

das über 5300 Gene kodiert, sowie der ausgeprägte Polymorphismus der einzelnen Gene 

und der komplexe Lebenszyklus der Parasiten stellen Hindernisse bei der Entstehung der 

Immunität und der Entwicklung einer wirksamen Impfung gegen Malaria dar (Crompton et 

al., 2014; Gardner et al., 2002). Für die Impfstoffentwicklung ist es daher wichtig, die 

Interaktion zwischen Mensch und Parasit genauer zu untersuchen und die Immunität gegen 

Malaria auf zellulärer Ebene zu verstehen (Cockburn und Seder, 2018). 

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte konnten beweisen, dass T-Zellen in der effektiven 

Kontrolle der Malaria eine ausschlaggebende Rolle zukommt: In Versuchen mit Mäusen 

und Rhesusaffen konnte nach Injektion mit bestrahlten Sporozoiten eine effektive 

Immunantwort nachgewiesen werden. Die Versuchstiere verloren diesen Schutz vor einer 

Malaria-Infektion jedoch vollständig nach Depletion der CD8+ T-Zellen (Doolan und 

Hoffman, 2000; Schofield et al., 1987; Weiss und Jiang, 2012; Weiss et al., 1988). Die 

Übertragung von CSP-spezifischen T-Zellklonen konnte das Auftreten einer Malaria-

Infektion bei Malaria-naiven Mäusen verhindern und Mäuse mit einer hohen Anzahl an 

Plasmodium-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen waren besser gegen eine Infektion 

mit dem Malariaerreger geschützt, als Mäuse mit einer niedrigen spezifischen T-Zell-

Frequenz (Franke et al., 1997; Hafalla et al., 2013; Pichugin et al., 2018; Rodrigues et al., 

1991; Romero et al., 1989; Schneider et al., 1997; Weiss et al., 1992). Auch beim 

Menschen führte eine Impfung sowohl mit intakten als auch mit bestrahlten Sporozoiten zu 

einem Anstieg von pluripotenten T-Gedächtniszellen und verlieh, wenn auch nur 

kurzzeitig, eine Immunität (Roestenberg et al., 2009). Des Weiteren hat sich gezeigt, dass 

die durch Antikörper erlangte Immunität unzureichend ist, was unter anderem auf die hohe 

Variabilität der Oberflächenantigene im Blutstadium zurückzuführen ist (Chan et al., 2012; 

Cockburn und Seder, 2018). T-Zell-Epitope sind jedoch meist besser konserviert als 

Antikörper-Epitope und ermöglichen somit eine stabilere und stärkere Immunantwort 

(Imai et al., 2010). Die wichtige Rolle der T-Zellen in der Immunität gegen Malaria wird 

außerdem durch die Erkenntnis bestärkt, dass der Haupthistokompatibilitätskomplex 

(MHC-) Klasse-I Typ HLA-B*53 und MHC-Klasse-II Typ HLA-DRB*13:02 und 

DQB1*05:01 mit einer Resistenz gegen komplizierte Malaria-Verläufe assoziiert sind (Hill 

et al., 1991). Diese humanen Leukozyten Antigen- (HLA-) Moleküle sind vorwiegend in 

Westafrika verbreitet und gelten als eines der vielen Indizien für den Selektionsdruck, den 

Malaria auf die Evolution des Menschen in Westafrika ausgeübt hat (Hill et al., 1991). 
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Trotz der großen Bedeutung, die spezifische T-Zellen in der Immunantwort gegen Malaria 

spielen, gibt es kaum Studien, die den Phänotyp und die Funktion von T-Zellen während 

der akuten Malaria-Infektion untersucht haben (Heide et al., 2019). Auch die 

Immunepitope von spezifischen T-Zellen, die gegen P. falciparum gerichtet sind, sind 

unzureichend erforscht (Heide et al., 2019). Eines der vielen P. falciparum-Antigene, 

welches bislang kaum auf seine spezifische T-Zell-Antwort untersucht wurde, ist das 

Exported Protein 1 (EXP1). In bisherigen Studien wurden nur sechs CD8+ T-Zell-Epitope 

und vier CD4+ T-Zell-Epitope innerhalb dieses Antigens nachgewiesen (Aidoo et al., 

2000; Doolan et al., 1997, 2000; Heide et al., 2019; Quakyi et al., 1994; Wang et al., 

2005). 

EXP1 ist 162 Aminosäuren (amino acids, aa) lang, wird sowohl in der Leber- als auch in 

der Blutphase exprimiert und übernimmt essentielle Funktionen für den Parasiten (Sá E 

Cunha et al., 2017; Spielmann et al., 2006): Innerhalb der Wirtszelle reifen die Plasmodien 

in einer parasitophoren Vakuole (PV) und sind durch die PV-Membran (PVM) vom 

Zytosol der Wirtszelle getrennt (Spielmann et al., 2012). Nach Invasion der Wirtszellen 

wird EXP1 aus dem Parasiten in die PVM transportiert (Iriko et al., 2018; Simmons et al., 

1987). Die PVM dient hierbei als Schnittstelle zwischen Parasit und Wirt und ermöglicht 

dem Parasiten die Nährstoffaufnahme, die Abgabe von Stoffwechselendprodukten und 

gewährleistet einen Schutz innerhalb der Wirtszelle. EXP1 ist ein bedeutender Bestandteil 

dieser PVM und hat somit überlebenswichtige Funktionen für den Malariaerreger 

(Spielmann et al., 2012). Zusätzlich kann EXP1 durch seine Funktion als Glutathion-S-

Transferase zum Schutz vor oxidativem Stress beitragen (Lisewski et al., 2014). Diese 

enzymatische Aktivität wird durch das Malaria-Medikament Artesunat gehemmt (Lisewski 

et al., 2014). 

Abbildung 1 zeigt eine Entropiekarte vom CSP und EXP1, die die Häufigkeit von 

Mutationen an den einzelnen Aminosäure-Positionen der Antigene darstellt (Heide et al., 

2019). Diese Entropiekarten zeigen, dass das CSP viele Mutationen aufweist, EXP1 aber 

eine konservierte Aminosäuresequenz besitzt. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass 

für die Berechnung der Entropiekarte des CSP 100 Sequenzen verwendet wurden, 

wohingegen bei EXP1 nur 12 Sequenzen in Online-Datenbanken zur Verfügung standen 

(UniProt, 2019). 
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Die vielfältigen und überlebenswichtigen Funktionen, die über mehrere Stämme 

konservierte und relativ kurze Aminosäuresequenz sowie die Expression sowohl in der 

Leber- als auch in der Blutphase machen EXP1 zu einem vielversprechenden Antigen für 

die Analyse von EXP1-spezifischen T-Zellen und damit auch für die Entwicklung eines 

Malaria-Impfstoffes. Bisherige Impfstudien, die EXP1 verwendet haben, konnten bereits 

aussichtsreiche Resultate vorweisen: EXP1-spezifische Antikörper hemmten das 

Wachstum der Parasiten in vitro und in vivo und Impfstoffe, die Bestandteile von EXP1 

beinhalteten, konnten im Mausmodell aber auch im Menschen teilweise gegen Malaria 

schützen (Charoenvit et al., 1999; Doolan et al., 1996; Ewer et al., 2013; Mensah et al., 

2017). Es wurde außerdem gezeigt, dass in Malaria-endemischen Ländern lebende 

Proband*innen eine starke Antikörperantwort gegen EXP1 aufwiesen (Meraldi et al., 

2002). 

 

Da angenommen wird, dass P. falciparum-spezifische T-Zellen eine bedeutende Rolle in 

der Immunität gegen Malaria spielen, ist es Ziel dieser Dissertation diese spezifische T-

Zell-Antwort auf Peptid-Ebene für EXP1-spezifische Epitope genauer zu analysieren. Ein 

möglicher Ansatz für die Entwicklung einer Impfung gegen Malaria, welcher z.B. gegen 

 

Abbildung 1 (A) Entropiekarte von P. falciparum CSP. Der Entropiewert wurde für jede Aminosäure-

Position durch Abgleich von 100 verschiedenen P. falciparum-Sequenzen berechnet, die auf Uniprot 

veröffentlicht sind (Uniprot, 2019). Die ersten 78 Aminosäuren des N-Terminus sind gut konserviert. Die 

NANP-repeat-Region unterscheidet sich in der Anzahl der NANP-Wiederholungen und der C-Terminus 

stellt sich sehr entropiereich dar. (B) Entropiekarte von P. falciparum EXP1. Für die Berechnung der 

EXP1-Entropie wurden 12 verschiedene P. falciparum-Sequenzen von EXP1 verglichen. Dies entspricht 
allen auf UniProt verfügbaren Sequenzen (Heide et al., 2019). 
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Hepatitis-B-Viren eingesetzt wird, ist die sogenannte Subunit-Impfung. Dieser Impfstoff 

besteht aus einzelnen Proteinbestandteilen der Erreger, die in der Lage sind eine 

Immunantwort auszulösen. Um eine derartige Impfung gegen Malaria zu entwickeln, muss 

jedoch zunächst untersucht werden, welche Antigen-Bestandteile von spezifischen T-

Zellen erkannt werden. Daher wurden in dieser experimentellen Dissertation folgende 

Fragestellungen behandelt: 

 

➔ Sind EXP1-spezifische T-Zellen während einer akuten Malaria-Infektion ex vivo im 

enzyme linked immuno spot (ELISPOT) Assay nachweisbar? 

 

➔ Charakterisierung der Breite und Spezifität der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort 

an einer klinisch ausführlich charakterisierten Patient*innenkohorte mit akuter 

Malaria. 

 

➔ Gibt es Immunepitope von EXP1, die eine spezifische T-Zell-Antwort in 

Patient*innen mit verschiedenen HLA-Molekülen auslösen und somit 

promiskuitiv sind?  

 

➔ Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Magnitude und Breite der 

EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort und relevanten klinischen Parametern 

sowie der Dauer von Malaria-Infektion und Therapie? 
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2.2 Material und Methoden 

Patient*innenkohorte 

Für die Durchführung dieser Studie wurden 45 

Patient*innen, die an akuter Malaria erkrankt 

waren, und 10 Freiwillige, die noch nie ein 

Malaria-endemisches Land bereist hatten, am 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf re-

krutiert. Blutproben wurden zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten des Krankheitsverlaufes abgenom-

men. Aus diesen Vollblutproben wurden mono-

nukleäre Zellen (peripheral blood mononuclear 

cells, PBMCs) isoliert [Tabelle 1 der Publikation 

(Heide et al., 2020)]. 

T-Zellkultur mit EXP1-Peptid-Pools

31 Peptide wurden hergestellt, die die gesamte 

Aminosäuresequenz des EXP1 abdeckten. Die 

Peptide waren jeweils 13-17 Aminosäuren lang 

und überlappten sich um zehn Aminosäuren. Die 

Aminosäuresequenz von EXP1 ist auf der Web-

seite uniprot.org unter der Identifikationsnummer 

Q9U590 veröffentlicht (UniProt, 2019). Ab-

bildung 2 zeigt den Ablauf der hier angewandten 

Methodik zur Detektion von EXP1-spezifischen 

T-Zellen. PBMCs der Patient*innen wurden vor 

Durchführung des ELISPOT Assays über 14 Tage 

mit EXP1-Peptid-Pools und Interleukin-2 (IL-2) 

kultiviert. Die drei Peptid-Pools, die zur Stimulation in der T-Zellkultur verwendet wurden, 

beinhalteten jeweils 10, 10 und 11 der 31 EXP1-Peptide [Tabelle 2 der Publikation (Heide 

et al., 2020)]. 

ELISPOT Assay 

Nach 14-tägiger T-Zellkultur wurden die PBMCs im ELISPOT Assay mit den 31 ein-

zelnen EXP1-Peptiden re-stimuliert und die Interferon-γ- (IFN-γ-) Sekretion der PBMCs, 

Abbildung 2 Methodik zur Bestimmung 

der spezifischen T-Zell-Antwort gegen 

EXP1. 

Die PBMC-Proben wurden über 14 Tage 

mit einem EXP1-Peptid-Pool stimuliert, 

um eine Expansion der spezifischen T-

Zellen zu ermöglichen. Darauffolgend 

wurde der ELISPOT Assay mit 31 einzel-

nen EXP1-Peptiden durchgeführt und IFN-

γ-Antworten gegen das jeweilige Peptid 

gemessen. Jede positive ELISPOT-

Antwort wurde im ICS bestätigt. 
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wie bereits beschrieben (Kim et al., 2005; Lauer et al., 2002; Schulze zur Wiesch et al., 

2005), untersucht. Im ELISPOT werden ausgeschüttete Zytokine durch spezifische 

Capture-Antikörper an den Boden der ELISPOT-Platte gebunden und mittels einer 

chemischen Reaktion sichtbar gemacht. In diesem Fall sezernierten EXP1-spezifische T-

Zellen IFN-γ, wenn das hinzugegebene EXP1-Peptid erkannt wurde. Für jede stimulierte 

EXP1-spezifische T-Zelle erscheint ein Punkt („Spot“) auf dem Boden der ELISPOT-

Platte. Eine EXP1-Peptid-Antwort im ELISPOT wurde als positiv gewertet, wenn die 

Anzahl der „Spots“ mindestens dreimal so groß war wie die jeweilige Negativkontrolle, in 

welche nur DMSO und Medium hinzugefügt worden war. Für die Positivkontrollen 

wurden anti-CD3-Antikörper verwendet. 

 

Anfärbung von intrazellulären Zytokinen ( intracellular cytokine staining, 

ICS) 

Bei einer positiven IFN-γ-Antwort im ELISPOT wurde diese durch Anfärbung von intra-

zellulären Zytokinen und darauffolgende Durchflusszytometrie, wie bereits beschrieben 

(Kim et al., 2005; Lauer et al., 2002), bestätigt. PBMCs aus der T-Zellkultur wurden mit 

dem EXP1-Peptid, welches eine Antwort im ELISPOT Assay erzeugt hatte, stimuliert. 

Eine Stunde später wurde die Proteinsekretion der Zelle mittels Brefeldin A blockiert. 

Nach einer Inkubation bei 37°C über Nacht, wurden die Zellen mit den 

Oberflächenantikörpern anti-CD3, anti-CD4 und anti-CD8 markiert. Nach Fixierung und 

Permeabilisierung der Zellen wurde intrazelluläres IFN-γ angefärbt. Wenn eine T-Zell-

Antwort dreimal so groß wie die jeweilige Negativkontrolle war und bei der Analyse eine 

eindeutig abgrenzbare Population bildete, galt diese als positive EXP1-spezifische CD4+ 

oder CD8+ T-Zell-Antwort. 

 

Statistische Analyse 

Alle Daten der Durchflusszytometrie wurden mit der FlowJo 10.5.0 Software ausgewertet. 

Die statistische Analyse wurde mit der PRISM 7.0 Software durchgeführt und der Mann-

Whitney- oder Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post-Test wurde für alle Analysen 

zwischen den einzelnen Gruppen innerhalb der Patient*innenkohorte verwendet. Die 

Spearman-Korrelation wurde bei bivariaten Korrelationsanalysen angewandt. P-Werte ≤ 

0,05 wurden als signifikant gewertet. 
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2.3 Ergebnisse 

EXP1-spezifische T-Zell-Antworten 

In dieser Dissertation wurde die EXP1-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort in einer 

Patient*innenkohorte (n=45) mit akuter Malaria mittels ELISPOT Assay und ICS nach 14-

tägiger T-Zellkultur untersucht. Mit diesem Ansatz konnten eine oder mehrere CD4+ T-

Zell-Antworten (Durchschnitt: 1.09, Spannweite: 0–5) in 47% (21/45) der Patient*innen 

detektiert werden.  

Abbildung 3 (A) zeigt einen beispielhaften ICS-Dot-Plot einer positiven Peptidantwort 

von Patient HH-03 gegen EXP1-P15. Abbildung 3 (B) stellt hierbei die Verteilung der 

EXP1-spezifischen Antwortfrequenz dar, also den prozentualen Anteil der Patient*innen, 

die eine Antwort gegen das jeweilige EXP1-Peptid gezeigt haben. Wie Abbildung 3 (B) 

zeigt, richtete sich ein Großteil der T-Zell-Antworten gegen das Zentrum von EXP1. Die 

Peptide EXP1-P13 (aa60-74) und P15 (aa70-85) wurden von 18% (n=8) bzw. 27% (n=12) 

der Patient*innen erkannt. Die durchschnittliche Antwortfrequenz an IFN-γ+ CD4+ T-

Zellen lag bei 1,12% (Bandbreite: 0,2%-4,84%). Vier Patient*innen zeigten zusätzlich zur 

CD4+ T-Zell-Antwort eine CD8+ T-Zell-Antwort (4/45, 8.9%) von niedriger Frequenz 

Abbildung 3 Nachweis einer EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-Antwort anhand der IFN-γ- 

Produktion. 

(A) ICS-Dot-Plot einer EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-Antwort von Patient HH-03 gegen Peptid 

EXP1-P15. Hierfür wurden CD3+ T-Zellen gegated. Links: Negativkontrolle; Rechts: positive 

Peptidantwort (IFN-γ-Sekretion). (B) Überblick über die Verteilung der EXP1-spezifischen T-Zell-

Antworten. Einige EXP1-Peptide wurden von einem oder mehreren Patient*innen der Kohorte 
detektiert. Die Antwortfrequenz (response frequency, RF) entspricht der Anzahl der Patient*innen mit 

einer spezifischen T-Zell-Antwort gegen ein einzelnes Peptid geteilt durch die Anzahl aller getesteten 

Patient*innen (n = 45). Das Zentrum von EXP1, EXP1-P13 bis EXP1-P20 (aa60-109), zeigt eine hohe 

Antwortfrequenz und somit eine starke Immunogenität (Heide et al., 2020). 
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(Durchschnitt: 0,43%, Bandbreite: 

0,2%-0,67%). In der Kontrollkohorte 

(n=10) wurde keine EXP1-spezifische 

T-Zell-Antwort detektiert.  

Abbildung 4 zeigt die signifikante 

Korrelation zwischen der Anzahl an 

„Spots“ im ELISPOT Assay und der 

Stärke der jeweiligen Antwort in 

Prozent im ICS Assay (p-Wert < 

0,0001). 

 

 

 

 

Breite und Spezifität der T-Zell-Antwort in Korrelation mit klinischen Parametern 

Die Patient*innenkohorte wurde bezüglich unterschiedlicher Parameter charakterisiert und 

auf eine Korrelation zwischen diesen Parametern und der spezifischen T-Zell-Antwort 

untersucht. Abbildung 5 (A-D) zeigt den Vergleich zwischen Patient*innen mit und ohne 

EXP1-spezifischer CD4+ T-Zell-Antwort und der Höhe der Parasitämie, des CRP-Spiegels 

und der Hämoglobin- und Thrombozytenzahl. Wie aus Abbildung 5 (A-D) hervorgeht, 

bestand kein Zusammenhang zwischen der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort und den 

analysierten klinischen Parametern. Das Alter der Patient*innen, das Geschlecht, die 

Herkunft und der Verlauf der Erkrankung (kompliziert oder unkompliziert) scheinen die 

spezifische CD4+ T-Zell-Antwort ebenfalls nicht signifikant beeinflusst zu haben 

[Abbildung 5 und 6 des Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)]. 

 

EXP1-P15-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort bei P. vivax-Infektion  

Patient HH-21 zeigte eine CD4+ T-Zell-Antwort gegen EXP1-P15, obwohl er mit P. vivax 

und nicht mit P. falciparum infiziert war. Beim Abgleich der Sequenzen von P. falciparum 

EXP1-P15 (RKSKYKLATSVLAGLL) und P. vivax EXP1 aa68-82 

(KKSNYKLATTVLASAL) zeigten diese eine hohe Sequenzhomologie (UniProt, 2019) 

[Tabelle 1 des Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)]. 

 

Abbildung 4 Korrelation zwischen ELISPOT 

[Anzahl der Punkte („Spots“)] und ICS Ant-

wort [in %]. Jede positive Antwort im ELISPOT 

wurde durch ICS und Durchflusszytometrie über-

prüft. Die Anzahl der „Spots“ im ELISPOT korre-

lierte mit der Stärke der Antwort im ICS. 
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In vitro Bindungskapazitäten der CD4+ T-Zell-Epitope  

Mehrere EXP1-Peptide wurden von Proband*innen mit unterschiedlichen HLA-Molekülen 

erkannt. Um zu überprüfen welche HLA-Moleküle das jeweilige EXP1-Peptid 

präsentieren, wurde die in vitro Bindungskapazität, der am häufigsten erkannten EXP1-

Peptide, mit einem Panel von 17 weitverbreiteten HLA-DR-Molekülen durch den 

Kooperationspartner Dr. John Sidney bestimmt. Die Peptide, die sich im Zentrum von 

EXP1 befanden (EXP1-P14-18; aa65-99), zeigten hierbei eine hohe Bindungskapazität zu 

5-13 der 17 getesteten HLA-DR-Moleküle [Tabelle 3 der Publikation (Heide et al., 2020)].  

Im Abgleich mit der in vitro ermittelten HLA-Bindungsaffinität der EXP1-Peptide und den 

durch den Kooperationspartner Dr. Matthias Marget bestimmten HLA-Allelen der 

Patient*innen [Tabelle 4 der Publikation (Heide et al., 2020)], konnten Rückschlüsse auf 

die HLA-Restriktion der EXP1-Immunepitope gezogen werden [Tabelle 2 des 

Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)]. 

 

 

Abbildung 5 Die EXP1-spezifische T-Zell-Antwort im Vergleich zu klinischen Parametern.  

(A) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zur Parasitämie [%]. (B) Antwort oder keine Antwort im 

Vergleich zu C-reaktivem Protein (CRP) [mg/dl]. (C) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zum 

Hämoglobin [g/dl]. (D) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zur Anzahl der Thrombozyten 

[1000/µl]. ns, nicht signifikant (Heide et al., 2020). 
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Trunkierungsexperimente 

Die optimale Länge der Peptide EXP1-P13 und P15 wurde bestimmt, indem die Peptide 

sowohl am C- als auch am N-Terminus gekürzt wurden. Die unterschiedlichen 

Peptidlängen wurden mittels ICS getestet. Die Trunkierung, die die größte EXP1- 

spezifische IFN-γ+ CD4+ T-Zell-Antwort auslöste, wurde als optimale Epitop-Länge 

gewertet. Für EXP1-P13 wurde dies an PBMCs von Patientin HH-09 getestet. Hierbei 

erreichte die 13 Aminosäuren lange Trunkierung mit der Sequenz EELVEVNKRKSKY 

die größte IFN-γ+ CD4+ T-Zell-Antwort. Die größte IFN-γ+ CD4+ T-Zell-Antwort für 

EXP1-P15 erreichte die 14-mer Trunkierung SKYKLATSVLAGLL getestet mit 

kultivierten PBMCs von Patient HH-03 [Abbildung 3 der Publikation (Heide et al., 2020)]. 

 

Mapping der longitudinalen CD4+ T-Zell-Antwort mittels ELISPOT und 

ICS 

Um die longitudinale Dynamik der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort zu untersuchen, 

wurden Blutproben der akut an Malaria erkrankten Patient*innen zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten der Malaria-Infektion gesammelt. Bei Patientin HH-06 konnten keine 

spezifischen T-Zellen zwölf Monate nach Infektion nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt 

der akuten Infektion wies die Patientin eine starke CD4+ T-Zell-Antwort gegen zwei 

EXP1-Peptide auf (Frequenz gegen EXP1-P15: 1,86% IFN-γ+ CD4+ T-Zellen und gegen 

EXP1-P25 1.88% IFN-γ+ CD4+ T-Zellen). Bei Patient HH-27 wurde eine spezifische 

CD4+ T-Zell-Antwort ausschließlich gegen das Peptid EXP1-P16 von 3,91% IFN-γ+ 

CD4+ T-Zellen gemessen. In einer PBMC-Probe, welche von demselben Patienten sieben 

Jahre zuvor gesammelt worden war, zeigte sich eine Antwort gegen EXP1-P16 von 9,73% 

und gegen EXP1-P10 von 0,25%. In den sieben Jahren waren nach Angaben des Patienten 

und laut Krankenakte mehrere Malaria-Infektionen aufgetreten (Heide et al., 2020). 
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2.4 Diskussion 

In dieser Dissertation wurde die Breite und Spezifität der EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-

Antwort an einer klinisch ausführlich charakterisierten Patient*innenkohorte mit akuter 

Malaria untersucht. Bisherige Veröffentlichungen haben gezeigt, dass die Frequenzen von 

P. falciparum-spezifischen T-Zellen besonders während der akuten Malaria-Infektion sehr 

niedrig waren (Chakravarty et al., 2007; Scholzen und Sauerwein, 2016). Mit der in dieser 

Studie verwendeten sensitiven Methodik aus spezifischer T-Zellkultur und ELISPOT mit 

darauffolgendem ICS Assay konnten jedoch 49 verschiedene CD4+ T-Zell-Antworten in 

47% (21/45) der Patient*innen detektiert werden. 15 der 31 EXP1 Peptide (48,8%) wurden 

erkannt, die Peptide EXP-P13 und P15 von 36% der 45 Patient*innen (16/45). Ex vivo, 

also ohne vorherige T-Zellkultur, konnte nur eine CD4+ T-Zell-Antwort gegen EXP1-P15 

bei zehn Patient*innen detektiert werden (1/10). 

 

In bisherigen Studien wurde ein Großteil der T-Zell-Epitope in einer Malaria-naiven 

Studienpopulation entdeckt, welche eine Subunit-Impfung erhalten hatte (Heide et al., 

2019; Sedegah et al., 2010; Wang et al., 2005). Hierbei detektierte T-Zell-Antworten sind 

jedoch nicht mit einer natürlichen Infektion zu vergleichen und nur wenige Studien wurden 

in einer Kohorte durchgeführt, die an akuter Malaria erkrankt war. Insgesamt ist nur eine 

geringe Anzahl an P. falciparum-Antigenen auf spezifische T-Zell-Antworten untersucht 

worden und auch hier wurden häufig bereits bekannte oder in silico detektierte 

Immunepitope anstelle eines überlappenden Peptidsatzes verwendet (Ganeshan et al., 

2016; Quakyi et al., 1994; Sedegah et al., 2014). Zudem war die Anzahl an Proband*innen 

häufig sehr gering (Durchschnitt: 10,3 Proband*innen, Spannweite: 1-45), z.T. 

vorselektiert bezüglich eines bestimmten HLA-Allels [HLA-A*02 (Gonzalez et al., 2000)] 

und auch klinische Parameter wurden in den meisten Studien nicht erfasst (Heide et al., 

2019). 

 

In dieser Dissertation wurde zur genaueren Charakterisierung der Immunepitope EXP1-

P13 und P15 deren optimale Länge bestimmt und die HLA-DR-Restriktion eingegrenzt. 

Hierbei zeigte sich, dass Peptid EXP1-P15 wahrscheinlich unter anderem durch HLA-

DRB1*07:01 restringiert wird. Bei der Bewertung der in vitro Ergebnisse, die zeigen, 

welches HLA-DRB-Molekül am wahrscheinlichsten an welches der EXP1-Peptide bindet, 

muss jedoch Folgendes beachtet werden: HLA-DRB-Moleküle vermitteln ca. 50% der 

Klasse II Antworten, jedoch ist auch eine Restriktion der Epitope durch HLA-DQ- und 
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DP-Moleküle möglich (Grifoni et al., 2019). Dies sollte in zukünftigen Studien, z.B. mit 

einzelnen HLA-Molekül-transfizierten Zelllinien oder durch Blockade mit anti-DR-, DQ- 

oder DP-Antikörpern genauer untersucht werden. 

 

Um die Sensitivität zur Detektion der EXP1-spezifischen T-Zellen zu erhöhen, wurde eine 

T-Zellkultur mit Zugabe des proinflammatorischen Zytokin IL-2 durchgeführt. IL-2 

verursacht jedoch eine Verschiebung der T-Zellen in Richtung Typ 1 T-Helferzellen 

(Rogers et al., 1998). Daher kann nach der hier verwendeten Kurzzeitkultur keine 

verlässliche Aussage mehr über den ex vivo Phänotyp oder die Funktionen der detektierten 

spezifischen T-Zellen getroffen werden. Weitere ergänzende Studien sind daher 

notwendig, um die ex vivo spezifische T-Zell-Antwort und deren Zytokinprofil (z.B. IL-4, 

IL-10) zu untersuchen, damit genauere Aussagen über die Funktionalität der spezifischen 

T-Zellen getroffen werden können. Die in dieser Studie detektierten CD4+ T-Zell-Epitope 

haben sich aufgrund der hohen Antwortfrequenzen für derartige Untersuchungen als 

besonders geeignet erwiesen. 

 

Diese Dissertation widmete sich u.a. der Fragestellung, ob es EXP1-Immunepitope gibt, 

die eine spezifische T-Zell-Antwort in Patient*innen mit verschiedenen HLA-Molekülen 

auslösen und für die Entwicklung einer Subunit-Impfung geeignet wären. Das Peptid 

EXP1-P15 führte zu einer CD4+ T-Zell-Antwort in zwölf der 45 Patient*innen (26,6%) 

und wies zusätzlich eine besonders konservierte Sequenz auf. Diese Eigenschaften machen 

das EXP1-P15 zu einem interessanten Kandidaten für Immun-Monitoring mit MHC-

Multimer-Technologie und zu einem geeigneten Epitop für eine Subunit-Impfung. 

Außerdem wurde EXP1-P15 von einem mit P. vivax infizierten Patienten erkannt. Dies 

könnte ein Hinweis auf das Bestehen einer Kreuz-Immunität gegen andere Malaria-Spezies 

sein. Eine Konsensus-Sequenz, bei der an jeder Aminosäure-Position die Aminosäure 

repräsentiert wird, welche am häufigsten an der betreffenden Stelle vorkommt, wurde 

bisher nur für das Malaria-Antigen Apical Membrane Antigen 1 (AMA1) definiert 

(Nurdiansyah und Kemal, 2020). Die Identifikation weiterer Konsensus-Sequenzen anderer 

Antigene würde die Detektion immunogener Regionen der Malaria-Antigene erleichtern 

und sollten daher in zukünftigen Studien festgelegt werden. 

 

In dieser Studie wurde erwartet sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zell-Antworten zu 

detektieren. Es wurden jedoch nur fünf CD8+ T-Zell-Antworten von sehr niedriger 
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Frequenz (Durchschnitt: 0,43%) gemessen. Hierbei muss berücksichtigt werden, dass das 

Design des verwendeten überlappenden Peptidsatzes mit einer durchschnittlichen Länge 

von 15 Aminosäuren die Ergebnisse dieser Studie in Richtung einer CD4+ T-Zell-Antwort 

beeinflusst, da die optimale Peptidlänge für MHC-Klasse-I-Moleküle, welche von CD8+ 

T-Zellen erkannt werden, acht bis zehn Aminosäuren beträgt. MHC-Klasse-II-Moleküle, 

die mit CD4+ T-Zellen interagieren, können hingegen Peptide einer Länge von bis zu 25 

Aminosäuren fassen (Matsumura et al., 1992). Um CD8+ T-Zellen nachzuweisen, wäre 

folglich ein Peptidsatz mit einer Länge von acht bis zehn Aminosäuren besser geeignet. 

Unabhängig von dieser Studie gibt es aber auch allgemeine Erklärungsansätze für niedrige 

Frequenzen von P. falciparum-spezifischen CD8+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen migrieren in 

das (Leber-)Gewebe während der akuten Malaria-Infektion (Scholzen und Sauerwein, 

2016) und sind somit im peripheren Blut kaum detektierbar. Außerdem wird angenommen, 

dass immunregulatorische Effekte der Blutphase die Entstehung von Leberphase-

spezifischen T-Zellen hemmen (Keitany et al., 2016; Ocaña-Morgner et al., 2003; Yap et 

al., 2019). 

CD4+ T-Effektorzellen spielen eine wichtige Rolle beim Priming von weiteren 

Immunzellen (z.B. natürlichen Killerzellen) und beim Generieren von Antikörperantworten 

(Illingworth et al., 2019; Wikenheiser et al., 2018). Ob eine Induktion der Immunität gegen 

Malaria durch CD8+ T-Zellen eine effiziente CD4+ T-Zell-Antwort benötigt, ist eine 

wichtige Frage, die für die Entwicklung eines wirksamen Malaria-Impfstoffes beantwortet 

werden muss. 

 

Ein weiteres Ziel dieser Dissertation war es, die Kinetik der EXP-spezifischen T-Zell-

Antwort zu beschreiben. Der RTS,S-Impfstoff zeigte lediglich eine kurzlebige 

Wirksamkeit und auch die natürlich erworbene Immunität hält nur wenige Monate bei 

fehlender Reexposition an (Dobaño und Moncunill, 2018; Fowkes et al., 2016; Schuerman, 

2019). Die Mechanismen, die diese Kurzlebigkeit der Immunität verursachen, sind noch 

nicht gänzlich geklärt, T-Zellen scheinen jedoch beim Verlust der Immunität eine Rolle zu 

spielen (Yap et al., 2019). Die Analyse der longitudinalen T-Zell-Antwort bei Patientin 

HH-06 und Patient HH-27 deutet darauf hin, dass die spezifische CD4+ T-Zell-Antwort 

dynamisch ist und sich abhängig davon, ob es zu weiteren Malaria-Infektionen kommt, 

verändert. Ob das Verschwinden oder die Insuffizienz spezifischer T-Zellen den Verlust 

der erworbenen Immunität verursachen, sollte in weiterführenden Studien geklärt werden.  
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Aufgrund einer Ähnlichkeit zwischen den Aminosäuresequenzen von EXP1 und dem 

Leberphase-Protein CSP, wird EXP1 auch als Circumsporozoite-related Antigen, also als 

mit dem CSP verwandtes Antigen, bezeichnet. Die Aminosäuresequenz 

NANPDADSESNGEPN von EXP1 ähnelt der NANP-repeat-Region des CSP. Diese 

Region des CSP, die aus Wiederholungen der Aminosäuren NANP besteht, zeigte bisher 

nur wenige T-Zell-Antworten (Bongfen et al., 2009; Kastenmüller et al., 2013). 

Interessanterweise konnten in dieser Dissertation spezifische CD4+ und CD8+ T-Zell-

Antworten gegen das Peptid EXP1-P25 detektiert werden, welches sich in dieser NANP-

verwandten Region von EXP1 befindet. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu 

bewerten, ob eine Kreuzreaktivität zwischen EXP1 und CSP existiert und somit nicht nur 

Antikörper-Antworten gegen die NANP-repeat-Region, sondern auch spezifische T-Zell-

Antworten detektiert werden können. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die große Anzahl der P. falciparum-Antigene, 

deren Polymorphismus und fehlende Konsensus-Sequenzen sowie die komplexen 

Expressionsmuster, welche von dem Lebenszyklus der Plasmodien abhängen, eine 

Herausforderung für die Entwicklung eines Malaria-Impfstoffes darstellen. Es wird jedoch 

vermutet, dass es funktionell wichtige Epitope gibt, deren Sequenzen über die 

verschiedenen Plasmodien-Stämme hinweg konserviert sind und die für eine Subunit-

Impfung geeignet wären (Bull und Abdi, 2016). 

In dieser Dissertation wurden die konservierten Immunepitope EXP1-P13 und P15 

detektiert, deren hohe Antwortfrequenzen in einer Patient*innenkohorte mit diversen 

HLA-Allelen mutmaßen lassen, dass diese Peptide für eine Analyse der spezifischen CD4+ 

T-Zell-Antwort mittels MHC-Multimer-Untersuchungen und longitudinale Betrachtung 

der T-Zell-Kinetik während einer Malaria-Infektion geeignet sind. Diese Untersuchungen 

werden maßgeblich zu einem besseren Verständnis der immunologischen Kontrolle von 

Malaria durch spezifische T-Zellen beitragen. Weiterhin sind die Peptide EXP-P13 und 

P15 potenzielle Immunepitope für die Verwendung in einer Malaria-Subunit-Impfung, 

deren Entwicklung effektiv zur Eradikation von Malaria beitragen kann.  
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4 Summary of publication 

Specific T cells are thought to play an important role in the immune response against 

Plasmodium falciparum (P. falciparum) malaria. This was shown in a variety of studies, 

both in a mouse model and in humans. 

For this study, 45 patients with acute malaria infection were recruited at the Bernhard-

Nocht-Klinikum for Tropical Medicine at the University Medical Center Hamburg-

Eppendorf. Mononuclear cells of the peripheral blood were obtained and initially 

cultivated with an overlapping set of exported protein 1 (EXP1) peptides and interleukin-2 

for 14 days. EXP1-specific T cells were then detected with 13-17-mer peptides, covering 

the entire antigen EXP1, using enzyme linked immuno spot assay (ELISPOT) and 

intracellular cytokine staining (ICS). The restricting human leukocyte antigen (HLA) type 

and the optimal epitope length was determined for a more precise characterization of the 

detected epitopes. 

47% (21/45) of the patients showed a specific CD4+ T cell response and the peptides 

EXP1-P13 (aa60-74) and P15 (aa70-85) were recognized by 18% (n = 8) and 27% (n = 12) 

of the 45 patients. Interestingly, a CD4+ T cell response against EXP1-P15 was also 

detected in a patient who was exclusively infected with P. vivax. 

This detailed study analyzed the EXP1-specific CD4 + T cell response during acute P. 

falciparum malaria and could serve as basis for future experiments to characterize and 

phenotype the P. falciparum-specific T cell response more precisely using multimer 

technology or to select immunogenic peptides for subunit vaccinations. 
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5 Zusammenfassung der Publikationspromotion 

Es wird angenommen, dass spezifische T-Zellen eine wichtige Rolle in der Immunantwort 

gegen Plasmodium falciparum (P. falciparum) Malaria spielen. Dies konnte in einer 

Vielzahl von Versuchen, sowohl im Mausmodell als auch im Menschen, gezeigt werden. 

Für diese Studie wurden 45 Patient*innen mit akuter Malaria am Bernhard-Nocht-

Klinikum für Tropenmedizin des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf rekrutiert, 

mononukleäre Zellen des peripheren Blutes gewonnen und zunächst mit einem 

überlappenden Satz an Exported Protein 1- (EXP1-) Peptiden und Interleukin-2 über 14 

Tage kultiviert. EXP1-spezifische T-Zellen wurden dann mit 13-17 Aminosäuren langen 

Peptiden, welche das gesamte Protein EXP1 abdeckten, anhand der Methode Enzyme 

Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT) und intrazellulärer Zytokin-Färbung (ICS) 

detektiert. Für eine genauere Charakterisierung der detektierten Epitope, wurde das 

restringierende humane Leukozyten Antigen- (HLA)-Molekül sowie die optimale Epitop-

Länge bestimmt. 

47% (21/45) der Patient*innen zeigten eine spezifische CD4+ T-Zell-Antwort und die 

Peptide EXP1-P13 (aa60-74) und P15 (aa70-85) wurden von 18% (n=8) und 27% (n=12) 

der 45 Patient*innen erkannt. Interessanterweise wurde auch eine CD4+ T-Zell-Antwort 

gegen EXP1-P15 bei einem Patienten detektiert, welcher mit P. vivax und nicht mit P. 

falciparum infiziert war.  

Diese Dissertation untersuchte die EXP1-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort während der 

akuten P. falciparum Malaria-Infektion und die Ergebnisse könnten zukünftigen Studien 

als Grundlage dienen, um die P. falciparum-spezifische T-Zell-Antwort mittels Multimer-

Technologie genauer zu charakterisieren oder um immunogene Peptide für Subunit-

Impfungen auszuwählen. 
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